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摘 要 


ARBRETRKERAPL-RARALBHALARERE 质 。 AREE 
ae a L-AERA BEL ARALREAR SREB 毒 来 源 的 
L-RERALRPE LS TE, 

RADAR RR KERETRREY—H, REN ERAT RE 
eM HARD FEA HS x1OR RA, ES, D, SHER ARE 
酸 忠 泳 上 测 得 其 分 子 量 为 ?7。3x 104 道 尔 顿 。 表 明 该 酶 是 由 相同 分 子 量 的 二 个 亚 
基 组 成 。 党 外 吸收 光谱 显示 每 个 酶 会 2 SPADA, 


LS AE CEC, 1.4.3.2] 广泛 存在 于 各 种 蛇毒 中 ， 不 同 蛇毒 其 L -氨基 酸 
氧化 酶 的 活力 、 含 量 、 以 及 同 工 酶 谱 的 差异 很 大 。 在 以 亮 氨 酸 为 底 物 时 蛇毒 来 源 的 工 一 
氨基 酸 氧 化 酶 活力 是 咱 乳 动物 的 400 们 512， 此 藤 被 广泛 用 于 鉴别 氨基 酸 的 光学 异 构 物 以 
BM LAE -MEMA 3 ，5 - 双 琐 酷 氨 酸 制 备 甲 状 腺 未。 为 此 , 蛇毒 中 世 - 气 基 
酸 氧 化 酶 的 研究 无 论 在 理论 上 还 是 在 实际 上 都 具有 一 定 意义 。 至 今 绕 科 和 蜂 科 来 源 的 六 
种 蛇毒 中 了 -氨基酸 上 氧化 酶 已 被 纯化 [2 一 7]。 本 文 报 导 了 眼镜 王 蛇毒 中 二- 氨基 酸 氧 化 本 
的 分 离 纯化 及 其 某 些 理化 性 质 ， 其 结果 表明 它们 的 同 工 酵 谱 ， 比 活力 等 均 与 已 知 蛇 毒 来 
源 的 志 - 反 基本 氧化 酶 具有 了 明显 不 同 。 


材料 和 和 方法 


材 料 


眼镜 王 蛇 毒 系 昆明 动物 所 赠送 ， 毒 取 自 广西 产 服 镜 王 蛇 ，]- 荣 丙 氮 酸 和 过 和 氧化 氢 
酶 系 上 海 生化 所 东风 试剂 厂 产 品 。 
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Sp-Sephadex C-25, Sephadex G-100 (RIA) Silane AI7A 以 及 高 分 子 量 , 低 分 
子 量 标准 蛋白 均 系 Pharmacia 产 品 ， Ampholine(pH3.5~10) ALKB Ms 丙烯 酰胺 及 
FAD 均 系 BDH 产 品 ， 双 甲 丸 丙 烯 酰胺 系 Fluka 产 品 。 其 余 试剂 除 注 明 外 均 为 AR 级 。 








方 法 

1。 L-ARBLI ” 按 Wellner 方 法 5.9) 进行。 其 活 力 单位 定义 为 ， 以 
1 - 菏 丙 气 酿 为 底 物 ， 它 被 L -氨基 酸 氧化 酶 氧化 成 芋 基 丙酮 柄 脂 ， 其 烯 醇 式 与 砷 酸 盐 反 
应 所 得 的 化 合 物 在 300am 吸 收 增加 0.03 为 一 个 酶 活力 单位 。 

2。 CM-Sephadex C-25 柱 层 析 分 离 [8] 整个 操作 在 LKB 柱 层 析 导 流 上 进行 。 

3. Sephadex G-100H 24 详 见 图 注 。 

LEAKRRER SGI HOMO MLA, RERpH8. 1APHR 连续 系统 。 
PER EGHTIG, SAS BMY RRR RAUD, HAERE RNR 
化 酶 。 

5。 平板 等 电 聚 依 电 泳 及 等 电 上 吉 的 测定 ” 取 90x55mm 玻 璃 板 一 块 ， 滴 上 少许 乙醇 
后 ， 复 盖 一 张 同样 大 小 聚 酯 薄膜 ， 使 之 紧 贴 于 玻 瑞 上 。 在 紊 酯 薄膜 上 放 一 留 有 进 样 口 ， 
每 边 宽 0.5cm 厚 1mm 的 橡皮 框 ， 然 后 于 其 上 复 盖 一 块 经 Silane 人 174 处 理 的 同样 尺 才 的 
玻璃 ， 用 夹子 夹 紧 。 含 1% 六 mpholine (pH3.5~10) W7-SMRRRABA, EAL 
的 成 形 轩 内 ， 约 20 分 钟 成 胶 。 置 广 逢 中 过 夜 。 电 泳 前 小 心 取 下 复 有 聚 栈 注 膜 的 琉璃， 再 
轻 轻 揭 去 省 膜 ， 将 板 置 于 底部 有 冷却 水 的 自制 平板 等 电 聚 焦 电 泳 仪 上 ， 阳 极 和 胃 极 分 别 
以 多 孔 泡沫 塑料 吸取 1M 日 :POs 和 1M NaO 日 构成 。 预 电泳 半 小 时 后 于 RRR LES 
点 样 ， 在 700Y 电 泳 3 小 时 。 电泳 毕 将 凝 胶 板 分 为 两 半 ， 点 样 的 一 半 用 于 染色 ， WAM 
祥 的 凝 胶 用 于 测定 pH， 测 定 p 理 的 凝 腕 板 从 正极 到 负极 按 0.5cm 分 制 ， 用 小 刀 刊 下 来 装 
入 小 试管 内 加 入 100ul 蒸 人 饮水 ， 搅 久 后 用 自制 的 微 电 极 519 测 定 其 pH。 

6。 平 撤 聚 丙烯 酰胺 梯度 且 胶 电泳 测定 全 酶 分 子 量 CL2 4 A30% HI E PS Ss BEE 
梯度 平板 凝 胶 (74x74x2,5mm) 用 LKB 梯 度 混合 仪 制备 。 在 自制 的 垂直 平板 电泳 仪 上 
进行 电泳 。 

7. SDS #REAHRERRERGRNEEERLADFEOO ”同上 法 制备 
4% ~30% KE ROE a ABER MERA (74x 74x 2.5mm) Pharmacia 你 分 子 量 标 准 蛋 白 
作对 照 ， 样 品 及 标准 分 子 量 蛋 白 预先 洲 于 0.0011 EDTA, 1%SDS 和 5 M%B- 琉 基 乙 
醉 的 pH8.0，0.01 Tris-HC1 缓 冲 液 中 ， 于 100*C 水 浴 中 加 热 5 分 钟 处 理 。 

8, 了 -所 基 酸 氧化 酶 ， 乞 基 酸 组 成 分 析 ”选用 四 种 不 同 的 条 件 处 理 ， 测定 氨基 酸 
组 成 (1) 用 含 1% 了 酚 的 5.7w HCL， 抽 气 封 管 ， 105 一 110c0C 水 解 ， 取 24 及 48 小 时 二 种 
水 解 时 间 。( 2 ) 按 HirsCls? 方 法 样品 预先 经 过 甲酸 处 理 后 ， 同上 水 解 24 小 时 ， 以 测定 1/2 
CySO,。(3) DIF 1 %RPAO% MBSMAS.7N HCl 混合 液 同上 水 解 以 分 析 Trp。 
水 解 液 经 真空 干 爆 除去 LICI 后 在 日 立 835 型 氨基 酸 分 析 仪 上 测定 。 

9, 了 -氨基 酸 所 化 酶 荣 外 吸收 光谱 的 测定 将 1mg FADE TIO) pH7.0 的 0.05 
At Tris-HCl yp Ree, WA 2 洗 脱 液 的 第 42 管 分 别 于 日 立 556 双 波长 双 光 束 村 外 分 光 光 
度 计 上 扫描 。 7 
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结 果 


一 、 氨 基 酸 气 化 酶 的 分 离 纯 化 
粗 毒 经 CM-Sephadex C-25 分 离 可 得 18 个 峰 (AI) 其 中 仅 峰 工 旺 黄色 ， 合 并 峰 [ 
各 管 ， 冷 冻 干 燥 得 120 毫 克 干 粉 ， 取 60 毫 克 峰 本 在 Sephadex G-100 柱 上 可 进一步 分 成 三 


个 峰 (2), HRM ARAL -氨基 酸 氧 化 脏 活 性 (图 2), 按照 EE 1% =17. 9 (8) Hf 
算 其 蛋白 质 回收 约 8 毫克 ， 纯 化 前 后 酶 的 比 活 及 提纯 倍数 列 于 表 1 中 。 


2.000 


1, 500 





Ek 
图 1 REES ACM-Sephader C-25 福 上 的 分 离 
柱 (2.6% 650 厘米 } 预先 用 pH5,8、，0.05 财 出 柄 -醋酸 屿 和 捷 冲 液 平 衔 ， 所 用 NaCi 接 度 如 图 所 示 ， 
EHR: TONE, MELEAR, L5 k 


H2 >% J] Sephadex G-100Ł 
i—i 


HE O17 X 1478) 用 ptH7.D 0.05M Tris-HCI 
RATARA, 

ERE: CORR, WEI Hh, GRRL 
{MB AH. KRA E ARES nm 的 吸收 峰 





an acm > 
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表 1 

n n acim cree | meme T LRA EE 
f RAL 
比 活 为 porase 3500 划 位 7 毫克 | 23259 M fir / ee 
| 图 3 给 出 峰 工 及 峰 A 的 盘 状 至 丙 燃 酸 

re /| se | sn  PRRARAROD, MABAN 果 均 表 

“AS EH CAL — Se I HD HNA RR L — Sse RS Ae ESE EK 
Bt AL HM 上 呈现 均一 的 电泳 行为 。 

L -~ 氨基酸 氧化 酶 等 电 诊 焦 分 析 芒 等 电 点 测定 


图 4 中 下 部 分 为 平板 等 电 聚焦 电泳 结果 ， 上 部 为 板 上 相应 各 点 的 pH。 L- 氮 基 琶 氧 
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化 酶 等 电 聚 焦 电 访 结 果 星 现 一 条 稍 宽 的 条 带 。 他 细 分 辨 它 可 能 是 由 2 一 3 亲 更 细 的 带 所 
组 成 。 它 们 的 等 电 点 都 在 pH4,1 左右 。 这 一 结果 与 它们 在 pH5.8 不 被 CM-Sephadex 


C-25 所 吸附 的 性 质 是 一 致 的 。 





10-8 x cpm 
i A 
Be 
is 图 4 L-CkRARLBEZERRAL 
泳 及 等 电 点 测定 
LARA BK LA N pHi 
PABA REAR it i E yk E 





o, L-MERALRADFEME 
平板 聚 丙 烯 酰胺 梯度 凝 胶 电 泳 结 果 如 图 5 所 示 。 图 左边 是 多 分 子 量 标准 品 及 样品 的 


MW. 

8 

7 

toee il 6 

fi 

ao L 4 

L w= od 10°. 4 
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图 5 L-kRRR ARLE 1 Y~30% MER EB 
RA PMS FEMA, 
HRAM Tris, O.08ALMM. 6.0264 NaEDTA pH8.2, Upharmaciasy t FSi ES 
EHE., TOR MARL HIM, FISOR KID, Ae SMEAR Om fH, 
左 贸 为 4 o-~-30% BH EEK ER, 有 图 为 分 子 量 对 数 对 Ri 必 攻 
aa RMR C669,000) bY MECH cp C232, 000? 
Ls FL PRE SLE C140, 0009 e Fh mt & A 67, 000) i.L-MERSILM 
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电泳 结果 。 右 边 是 根据 电泳 结果 ， 以 Pharmacia 多 分 子 量 标准 蛋白 分 子 量 对 数 对 Rt 作 
图 。 求 得 眼镜 王 蛇 L- 氨 基 酸 氧化 酶 分子 量 为 1,5x 10"， 这 一 结果 与 Dekokt132 等 人 用 平 
衡 沉降 法 测 得 的 响尾蛇 《crotalidae) L- 氨 基本 氧化 酶 的 分 子 量 135, 000 较 接近 。 


五 、LL -氨基 酸 氛 化 栈 的 亚 基 组 成 及 亚 基 分 子 量 的 测定 


图 6 左 方 是 低 分 子 量 标 准 契 白 和 样品 在 SDS 平 板 聚 丙烯 酰胺 梯度 (4 %~30%) g 
胶 电泳 结果 。 右 方 系 根据 电泳 结果 以 娠 分 子 量 标 准 蛋 白 分 子 量 的 对 数 对 Rf 作 图 。 了 眼镜 王 
蛇 工 - 氨 基 酸 氧化 酶 3D5 电 泳 仅 给 出 一 条 带 ， 相当 于 分 子 量 为 7.3x 10 ， 从 而 可 以 确定 
全 醇 是 由 分 子 量 相 同 的 二 个 亚 基 组 成 ， 亚 基 分 子 量 为 7.3 x 104。 


Re 
0.2 0,4 O.6 0.8 
图 6 L-RRMRAILSSDSRAMRRRRE EKA ERDF EMR 
ERARA Tris, MARR, 0.0024 EDTA, 0.2%SDS pH7.4, 70K 
预 电泳 1 小 时 后 加 样 ，150 伏 电 福 3.5 小 时 ， 以 考 马 斯 究 兰 R250 染 芭 ， 
ABA FRR A. 


akk b (94,0003 b.E MRA (09,000) Cc ARBRE (43,000) 
dL. RRA RM (30,000) e AMM (A B20, 000) f. 0 - FEA 614,000) L.L-A BRS 


六 、 上 L- 氮 基 和 氧化 酶 氨基 酸 组 成 分 析 


表 2 给 出 世 -氨基酸 氧化 酶 的 氨基 酸 组 成 与 所 发 表 的 响尾蛇 蕊 -氨基 酸 氧 化 酶 的 氨基 
酸 比 较 二 者 在 组 成 比例 上 有 相似 性 。 如 门 冬 氮 酸 和 谷 氮 柄 的 含量 在 各 种 氮 基 酸 中 最 多 。 



































表 2 L- 氨 基 酸 氧化 酶 所 基 酸 组 成 分 析 
| %/LOOKBA Akk ASTEA 
NR it PR Te ow HCA | SE 
iymms2v SIN ACA Peer | anmes [S HCA | CRM H 
10% KHZ AREZ | FIM 
RER AR eae | BASIN HORS was ”| 5.7N HCI 水 介 
| 24 小 时 | 48 小 时 中小 时 | 24 小 时 | 24 小 时 | 48 小 时 34 小 时 | 2 小 时 
























129.5 127.7 


Asp 12.3 
71.3 | 72.9 | 76-6 


a | | 1443 
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7409 67.0 76.6 
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| 111.5 
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《 续 表 2 ) 
Hi /100 HA | REM / KTH 
nan 全 1 条 且 的 5:7N iiaae Be LO | 舍 1 % 有 的 5.7N eee ee 
A | 酸 水 介 | BESIN | HURA 酸 水 全 “65.9N HCI 水 介 
| 24 小 时 | 4 小 时 | 24 小 时 | 24 小 时 | 24 小 时 48 小 时 | 24 小 时 | 24h R} 
Pro | ae Bo; ola? 1.8 | 20.5 | 208 at | 21s 
Gly 3.8 3.7 | Ao 349 69.9 69.9 i T49 | 71.6 
Ala d.d L dd ded | 68.2 72.0 | 68.8 | 69.5 
Val 59 | 6 sa | gl | 7006 74.2 1 6901 72.5 
Ile 745 746 7.2 79 ° TAD | Bled | 76.9 84.5 
Len 8.6 B.3 84 | 8.9 90.9 B8.7 | 89.8 95.5 
Tyr 5e6 5.5 | 5.9 | = 43.0 42.2 | 45.7 = 
Phe | 74 EES 8.0 7.8 62.5 6861 68.2 | 65.0 
Lys 6.9 | 6.8 6.7 6.9 i BGel 65.5 64.1 66.3 
His 4.5 Ad 4.3 A0 | 4006) 39.7 38.4 | 36.0 
Arg 6.1 | 569 5.9 6.5 Atl 1! 47。5 47.45 : 52.0 
1/2Cys| 一 | z 运 aaa | = 一 一 17.4 
总 残 基业 | | | 1053.0 1052.9 1050.9 1079.3 








HOF EFE— SERER, RNRARHEARM TRA, SIME BER + Be 
酸 的 含量 多 于 精 氨 酸 ， 而 在 响尾蛇 中 则 相反 。 同时 整个 组 成 比例 中 ， Me Le 
基 酸 氧化 酶 的 酸性 氨基 酸 含量 比 响尾蛇 来 源 的 多 。 而 碱 性 氨基 酸 含量 比 响尾蛇 来 源 的 
Wi, a TRS Ea e AeA EERE R, 


七 、 工 -氨基 酸 氧 化 酶 的 紫外 吸收 光谱 t.8 


图 7 为 工 -氨基 酸 氧 化 酶 及 FAD 的 紫外 吸 。 
收 光 谱 工 -氨基 酸 氧 化 醇 在 465nm， 392nm 及  ,， 
276nm 显 示 了 三 个 特征 吸收 峰 ， 和 AD 特征 吸 1.0 
收 450nm、375nm 和 265nm 比 较 ， 表 明 L-A 0.8 
酸 氧 化 酶 含有 AD 辅 基 ， 但 FAD 与 蛋白 质 结 °8 
合 后 450、375nm 的 Amax 向 长 波 方向 移动 了 近 OC 
linm, 由 于 FAD 在 265nm 吸 收 与 蛋白 质 280nm p 
w ie ae he AE L -氨基 酸 氧 化 酶 在 280nm 的 光 200 250 300 360 400 450 0 550 600 
分 子 消光 系数 远大 于 一 般 简 单 蛋 白质 ， 同 时 使 ae 
R 图 7 RRERL-A BRAI 
酶 紫外 圾 收 Amax 向 短波 方向 移动 了 2~3nm。 RA 


19 | A 
KE > =17. 0 ERE ASM, 和 从 465nm 样品 淤 于 0,05M Tris-HCl pH?.0 
ort - | RAL - MARA, BRAFAD 
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消光 系数 结算 FAD 量 可 大 致 确定 一 个 酶 分 子 含 有 2 分 子 FAD。 


讨 论 


工 - 氢 基 酸 氧 化 酶 广泛 存在 于 各 种 蛇毒 中 ， 蛇 毒 的 黄色 主要 归 因 于 工 - 氨 基 酸 氧化 酶 
的 存在 ， 虽 然 它 存在 于 蛇毒 中 的 生理 意义 且 前 尚 不 清楚 ， 但 至 令 坚 科 和 娃 科 来 源 六 种 蛇 
毒 中 世 -和 氨基酸 氧 化 酶 已 被 部 分 或 多 度 纯 化 。 其 中 响 昆 蛇 来 源 的 1- 氮 基 酸 氧化 降 已 被 结 
Bo 

Wellner€ 33 对 结晶 响尾蛇 -氨基酸 氧化 酶 的 深入 研究 ， 经 过 几 种 物理 手段 鉴定 认 
为 ， 已 经 寝 纯 化 的 酶 可 以 被 电泳 或 离子 交换 层 析 进 一 步 分 成 三 个 具有 相同 比 活力 的 组 
份 。Shaham[5) 在 分 离 Fipera polestinae 的 L- 和 氨基酸 氢化 散 时 也 支持 这 一 观察 。 
Wellner n) 进一步 用 等 电 素 焦 分 析 三 个 组 份 中 每 一 种 又 是 由 若干 等 电 点 不 同 的 组 份 构 
成 。 它 科 的 等 电 点 复 盖 了 pH5.2~8.4 一 个 很 大 的 区 间 。 把 这 种 现象 归于 分 子 含 碳水 化 
合 物 不 等 或 不 同 亚 基 组 合 ， 但 均 不 能 合理 的 解释 这 种 极度 不 均一 性 ， 所 以 至 今 仍 是 一 个 
不 清楚 的 问题 。 

眼镜 王 蛇 -氨基 酸 氧化 酶 同 工 酶 性 质 和 上 述 报告 显著 不 同 ， 它 并 不 呈现 如 此 复杂 
ARIS, AIR BSE LR RRR BATA, ATR. 亚 基 分 
子 量 均 表现 为 单一 组 分 。 仅 在 等 电 聚焦 时 呈现 分 子 电荷 性 质 的 微观 不 均一 性 。 这 种 不 同 
是 不 同 分 离 方 法 或 是 蛇 种 之 闻 的 差异 造成 的 。 而 我 们 更 倾向 于 后 者 。 获 得 物理 化 学 性 质 
上 均一 的 LL -氨基 酸 氧化 酶 为 进一步 研究 该 酶 的 结构 与 功能 提供 了 新 的 前 景 。 

目前 所 兄 蛇 毒 工 -氨基 酸 氧 化 酶 的 分 离 大 多 沿用 Wellner 热 变性 后 磷酸 BERRA 
法 ， 我 们 使 用 此 法 并 未 获得 成 功 。 而 改 用 离子 交换 层 析 和 凝 胶 过 滤 相 结合 的 分 离 程 序 无 
论 得 率 ， 纯 度 均 获 得 较 满 意 的 结果 。 因 为 避免 了 热 变性 处 理 减 少 了 分 子 构象 的 不 均一 
考 。 因 而 我 们 认为 它 是 一 种 更 理想 的 分 离 途 径 。 
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Purification and Properties of L-Amino Acid Oxidase 
from Ophiophagus hannah Venom 


Lei Ke-jian Hu Ren-qiu Wang Jin—lan 
(Institute of Biophysics, Academia Sinica) 


Abstract 


This paper reports the separation and some properties of L-amino acid 
oxidase from Ophiophagus hannak Venom, Differences between L-amino acid 
oxidase from Ophiophagus hannah and L-amino acid oxidase from other sour- 
ces in specific activity, and spectrum of isoenzymes are noticed. 

The result of electrophoresis on polyacrylamide gel of the pure enzyme 
showed that it is hemogeneous, The molecular weight determined by gradient 
polvacylamide gel slab (4—30%) is around 15x 10‘ dalton, The subunit mole- 
cular weight determined by SDS gradient gel electrophoresis (4—30%) is 
around 7.3 10* dalton, Therefore, the enzyme is composed of two subunits, 


U,V,. spectrum showed that two FAD are contained in each molecular, 





